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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de indepartare a
consolidantilor sia depunerilor organice de pe suprafata
picturilor murale. Procedeul, conform inventiei, consta
in etapele:

(1) prepararea unei solutii enzimatice din
pudra acetonica in tampon fosfat de potasiu la pH 7, 5,

(2) prepararea unui gel pe baza de poliza-
haride extrase din alge din familia Rhodophyceae sau
bacterii din specia Xanthomonas campestris cu
esteraze imobilizate (1:1),

(3) ajustarea dimensiunii gelului in functiei de
dimensiunea suprafetei de tratat,

(4) aplicarea gelului pe suprafata,
(5) incubare,
(6) Indepartare gel,
(7) curatarea mecanica a gelului
(8) uscare si
(9) evaluarea eficientei de curatare prin tehnici
complementare uzuale.
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PROCEDEU DE iNDEPARTARE A CONSOLIDANTILOR SI A DEPUNERILOR
ORGANICE DE PE SUPRAFATA PICTURILOR MURALE FOLOSIND ESTERAZE
BACTERIENE IMOBILIZATE IN GEL PE BAZA DE POLIZAHARIDE

Prezenta inventie se referd la o metoda de indepéirtare a depunerilor reprezentate de
compusi organici: ceara, uleiul, funinginea si a consolidantilor folositi la restauriri anterioare:
rdsina acrilicd Paraloid B72 si dispersia transparentd de caseinat de calciu, de pe suprafata
picturilor murale, prin tratamentul cu hidrolaze de tipul esterazelor de origine bacteriani
imobilizate in gel pe bazi de polizaharide.

Consolidantii folositi in restaurare, precum rasina acrilici Paraloid B72 si dispersia
transparentd de caseinat de calciu, sunt expusi in timp procesului de imbétranire, respectiv de
modificare a proprietitilor fizice si chimice, incompatibile cu mentinerea rolului de fixare a
peliculei de culoare. Pe suprafata consolidantilor sau direct pe suprafata picturii murale, ca
urmare a nerespectérii normelor de conservare, se acumuleazd depuneri organice (ulei, ceara,
funingine). In prezent, pentru indepartarea unor astfel de materiale, se folosesc fie solventi
volatili, care prezinta risc pentru sindtatea operatorului, fie solventi organici lichizi a caror
actiune pe suprafatd nu poate fi controlati corespunzitor.

Procedeul de indepdrtare a materialelor de restaurare §i a depunerilor consti in
aplicarea pe suprafete de picturd murald a gelului pe bazi de polizaharide, ce contine esteraze
halotolerante de origine bacteriand imobilizate, pentru un timp variabil in care are loc
hidroliza enzimatic# partiald a acestora.

La nivel international nu se cunosc documente referitoare la aplicarea esterazelor
halotolerante obtinute din bacterii halotolerante in domeniul indepartérii depunerilor de natura
organica sau a consolidantilor de pe suprafete pictate. Se cunoaste, in schimb, din documentul
[1], in scopul indepartarii cleiului de origine animalé de pe pictura murald, un protocol bazat
pe folosirea agarului bacteriologic addugat dupa plasarea suspensiei de Pseudomonas stutzeri,
cu scopul mentinerii mediului umed. Procedeul presupune mentinerea temperaturii de 20°C -
30°C folosind o lampa in IR, indepartarea si uscarea. Eficienta tratamentului a fost evaluati
prin examinarea directd si iIn UV, FTIR (spectroscopie in infrarosu cu transformati Fourier),
cromatografie de masd, si controlul microbiologic pentru viabilitatea celulelor. Aceastd
metodd prezintd dezavantajul cd foloseste celule vii si se aplicd numai pentru depunerile
cleiului de origine animald. De asemenea, procedeul implici o metodd suplimentard de
evaluare a eficientei. respectiv testul de viabilitate a celulelor. Inventia propusé inlatura toate
neajunsurile prin faptul ci nu se folosesc celule vii, ¢i un complex de esteraze, ceea ce elimina
testul de viabilitate si se poate aplica pe o gamd largd de depuneri precum Paraloid B72,
dispersia transparenti de caseinat de calciu, cears, ulei §i funingine. in plus, procedeul propus
se evalueaza si prin microscopie electronica, colorimetrie respectiv imagistica hiperspectrala.

Pentru indepértarea eflorescentelor reprezentate de nitratii de pe suprafata picturii
murale, se cunoaste, la nivel international, documentul care prezintd folosirea gelului de agar
ca parte componentd a unui sistem de biocurétare [2]. In acest scop se propune plasarea hartiei
japoneze pe suprafata pictatd, apoi prin pensulare aplicarea suspensiei de celule bacteriene de
Pseudomonas stutzeri si in final a gelului de agar. Metoda respectivd implicd mentinerea
contanti a temperaturii, la 25°C - 28°C si a RH la 70%, apoi dupi tratament, indepartarea cu
spatula a hértiei japoneze si a gelului de agar, curitarea cu buretele umed a suprafatei tratate si
evaluarea rezultatului prin analize microscopice si fizico-chimice (FTIR si cromatografia de
schimb ionic). Metoda prezinta multiple dezavantaje: este necesard mentinerea constantd a
temperaturii Intr-un interval scurt pe parcursul tratamentului, folosind o lampa in infrarosu si,
de asemenea, este necesard monitorizarea cresterii bacteriilor prin teste biochimice si
microscopie; in plus, pentru realizarea metodei se folosesc celule vii si se poate aplica numai
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pentru depunerile de saruri, gelul de agar avand doar rolul de a asigura un mediu umed.
Inventia propusa inlatura toate aceste neajunsuri prin faptul ci nu se folosesc celule vii ci un
complex de esteraze, ceea ce elimina necesitatea monitorizarii cresterii bacteriene in timpul
tratamentului, reducénd astfel costul si timpul de realizare. Enzimele sunt imobilizate in gelul
pe bazd de polizaharide iar activitatea lor hidrolitici se deruleazi pe tot parcursul
tratamentului. Complexul esterolitic este activ pe un palier mai mare de valori de temperatura
si pH, intre 20°C-30°C, respectiv pH=7,0-10,0 si concentratie de saruri = 0-2M. Se aplica pe o
gama largd de depuneri, precum Paraloid B72, dispersia transparentd de caseinat de calciu,
ceard, ulei si funingine. In plus, procedeul propus se evalueazi si prin microscopie
electronicd, colorimetrie, respectiv imagistica hiperspectrala.

Din documentul [3] se cunoaste, la nivel international, un procedeu de indepértare a
cleiului animal polimerizat de pe pictura murald folosind celule de Pseudomonas stutzeri
imobilizate in gel de agar care contine i mediu nutritiv. Timpul de tratament sugerat este
intre 60-180 minute, dupa care suprafata se curitd cu un burete umed. Acest procedeu este
eficient la 35°C si 50% RH. Evaluarea eficientei procedeului include difractia de raze X,
spectroscopia FTIR, si SEM-EDX. Procedeul propus in prezenta inventie se referd la
imobilizarea esterazelor in gel pe bazd de polizaharide, evitind astfel folosirea unor
microorganisme cu potential in biodeteriorare. Complexul esterolitic este activ la valori de
temperatura caracteristice zonelor temperate (20°C- 30°C), pe suprafete cu pH neutru-alcalin
(7,0-10,0) si eflorescente (0-2M). Evaluarea eficientei procedeului este complexa si include:
microscopia opticd, microscopia electronicd cu baleiaj, colorimetrie, spectroscopia FTIR si
imagistica hiperspectrala.

Se cunoagste, in scopul indepartarii depunerilor de natura proteica, din documentul [4],
un protocol bazat pe folosirea pepsinei porcine incluse in gel de celuloza si a proteazei
fungice inclusi in acelasi gel. Procedeul include plasarea gelului pe picturd cu o compresa
groasd din bumbac, acoperirea cu poliester transparent, indepartarea si 2 etape de curafare
dintre care una cu white spirit. Evaluarea eficienfei biocurétirii include microscopia (optica,
electronicd, cu fortd atomicd) si colorimetria. Procedeul propus in prezenta inventie se
bazeazi pe un complex esterazic §i nu pe o singurd enzima, ceea ce determind hidroliza unei
game complexe de depuneri. Este mai simplu de preparat si de aplicat, evitandu-se riscul
contamindrii in timpul aplicarii prin folosirea materialelor precum compresa din bumbac. in
plus, pentru curatare se foloseste o singura etapa, elimindndu-se cea cu white spirit. Evaluarea
include microscopia optica si electronicd, colorimetria si alte doud metode - analiza FTIR si
imagistica hiperspectrala.

Se cunoagte, de asemenea, un procedeu de indepértare a cleiului animal si a cerii de pe
pictura pe péanzi, respectiv sculpturd, folosind enzime extrase din nevertebrate marine
integrate In geluri precum Gelan si Klucel [5]. Procedeul constd in aplicarea gelului,
incubarea, indepértarea gelului, curafarea uscatd si umeda cu un burete. Evaluarea eficientei
include analiza FTIR, HPLC (cromatografia de inaltd performantd in faza lichidd) si
electroforeza in gel de Dodecyl Sulfat-Poliacrilamida. Procedeul prezintd dezavantajul cd nu
poate fi aplicat pe pictura murali iar gelurile folosite colmateaza porii atat la nivelul stratului
pictural cat si al mortarului. Acest dezavantaj este eliminat prin folosirea gelului pe baza de
polizaharide, in care se imobilizeazd complexul esterazic. Procedeul propus in prezenta
inventie elimind si dezavantajul recoltdrii animalelor marine si se bazeazd pe obtinerea
complexului esterazic prin cultivarea unei specii de bacterii halotolerante, in conditii de
laborator, controlate, in cantitatea necesard si la momentul folosirii. in plus, evaluarea
eficientei include si alte metode, precum microscopia optica si electronicd, analize FTIR si
imagistica hiperspectrala.

Procedeul de indepartare a consolidantilor si a depunerilor organice de pe suprafata
picturilor murale folosind esteraze bacteriene imobilizate in gel pe bazd de polizaharide,
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conform inventiei, include urmétoarele etape, dupd cum sunt ilustrate in Figura 1: prepararea
concentratului esterazic din lichidul de culturi bacterian (1), prepararea solutiei esterazice din
concentrat avand 0,48 mg/ml (2), prepararea gelului pe bazd de polizaharide cu esteraze
imobilizate (1/1) in solutie tampon fosfat (3), aplicarea gelului cu esteraze imobilizate (4),
incubarea (5), indepartarea gelului (6), curdtarea mecanicd (7), uscarea (8), evaluarea
eficientei indepartirii depunerilor (9). In functie de rezultatul etapei de evaluare a eficientei
biocuratarii, etapele 3-8 pot fi repetate.

In plus fata de stadiul tehnicii cunoscut, inventia prezinta avantajul ci este prima oaré
cind se elaboreazid un procedeu de indepartare a depunerilor organice si a consolidantilor
folosind enzime halotolerante obtinute prin cultivarea unei specii de bacterie in conditii de
laborator riguros controlate. De asemenea este pentru prima datd cand complexul esterazic de
origine bacteriand este imobilizat intr-un gel folosit in restaurare, care nu patrunde in porii
suprafetei pe care se aplicd. Gelul pe bazi de polizaharide obtinut in tampon fosfat asigurad
dispersia complexului enzimatic si pH optim pentru activitatea acestuia. Suportul cu esteraze
imobilizate are rolul de a hidroliza depunerile, fard a dauna stratului pictural.

Procedeul de folosire a esterazelor halotolerante imobilizate in gelul pe bazi de
polizaharide pentru indepértarea consolidantilor i a depunerilor organice propus pentru prima
datd, este compatibil cu activitate de hidrololazica si este usor de aplicat.

Procedeul de indepartare a depunerilor, conform inventiei. prezintd urmétoarele
avantaje:

- este o metoda ecologici alternativa la curitarea chimica pe bazé de solventi;

- este eficient pentru pictura murald pe care sunt consolidan{i comercializati (rdsina
acrilicd Paraloid B72) si artizanali (dispersia transparentd de caseinat de calciu) sau depuneri
organice (ceard, ulei, funingine);

- este eficient in activitatea de restaurare a picturii murale in situ;

- este eficient 1n activitatea de restaurare a picturii murale extrase;

- procesul de biocuratare este inalt selectiv deoarece gelul pe bazd de polizaharide
retine enzimele, mentine conditiile optime de aciditate si nu afecteazi estetic sau structural
suprafata pe care se aplici;

- transparenta gelului pe bazi de polizaharide permite controlul hidrolizei depunerilor
ne-transparente;

- gelul pe baza de polizaharide cu esteraze imobilizate are proprietéti adezive si poate
fi aplicat pe suprafete drepte sau inclinate;

- procedeul este usor de efectuat;

- procedeul este eficient in condifii aerobe;

- procedeul se aplica la valori de temperaturd de 20°C- 30°C, pe suprafete cu pH
neutru-alcalin (7,0-10,0) si eflorescente (0-2M) ;

- nu genereaza eflorescente;

- procedeul nu este toxic, ci ecologic;

- nu impune restrictii de operare;

- nu produce denaturari cromatice;

- permite initierea unui nou proces de restaurare;

- este un procedeu fard riscuri pentru operatori si mediu deoarece nu se folosesc
compusi toxici cu posibilitatea de a ajunge in sol sau nivelul freatic.

Sunt prezentate in continuare doud exemple de aplicare a procedeului de indepartare a
materialelor de restaurare de tipul consolidantilor si a depunerilor organice conform inventiei.

Exemplul 1

Exemplul 1 de realizare a inventiei, in legaturd cu Figura 2, constd in: prepararea
solutiei enzimatice (esteraze) din pudra acetonicd in tampon fosfat de potasiu la pH 7,5 (1),
prepararea gelului pe bazd de polizaharide extrase din algele incadrate in familia
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Rhodophyceae (Agarart) cu estaraze imobilizate (1:1) in tampon fosfat de potasiu la pH 7,5
(2), ajustarea dimensiunii gelului in functie de dimensiunea suprafetei de tratat (3), aplicarea
gelului pe suprafatd (4), incubarea (5), indepartarea gelului (6), curdtarea suprafetei (7),
uscarea (8) si evaluarea eficientei (9) prin examinare vizuald, colorimetrie, microscopie optica
si electronicd cu baleiaj, spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier, imagistica
hiperspectrald. Daca este nevoie, procedeul poate fi aplicat din nou.

Metoda se aplica cu succes in bisericile unde umiditatea relativa are valori ridicate, in
cele rupestre, in cele situate in pesteri si in catacombe In care sunt montati senzori pentru
inregistrarea umiditatii relative §i a temperaturii, cu prevenirea formarii curentilor de aer si a
accesului beneficiarilor. Gelul de Agarart nu patrunde in structura poroasa.

Exemplul

Exemplul 2 de realizare a inventiei, in legaturd cu figura 2, constd in: prepararea
solutiei enzimatice (esteraze) din pudra acetonica in tampon fosfat de potasiu la pH 7,5 (1),
prepararea gelului pe bazd de polizaharide extrase din bacteria Xanthomonas campestris
(Vanzan), cu estaraze imobilizate (1:1) in tampon fosfat de potasiu la pH 7,5 (2), ajustarea
dimensiunii gelului in functie de dimensiunea suprafetei de tratat (3), aplicarea gelului pe
suprafatd (4), incubarea (5), indepartarea gelului (6), curdtarea mecanicd (7), uscarea (8).
Ultimul pas consti 1n realizarea evaludrii eficientei procesului de curdtare (9), prin examinare
vizuald, colorimetrie, microscopie opticd, microscopie electronicd de baleiaj, spectroscopie in
infrarosu cu transformatd Fourier, imagistica hiperspectrala.

Aceastd variantd de realizare a procedeului are aceeasi eficienta cu cea prezentatd in Exemplul
1, dar poate fi utila pe substraturi cu porozitate mare, deoarece gelul patrunde partial in unii
pori dar nu ii colmateazi total.
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REVENDICARI

. Procedeu de indepartare a consolidantilor si a depunerilor organice de pe suprafata
picturilor murale, picturilor pe suport lemnos si suport litic cu policromie,
caracterizat prin aceea ci utilizeaza esteraze bacteriene imobilizate in gel pe bazi de
polizaharide.

. Procedeul conform revendicérii (1), caracterizat prin aceea ci include urmétoarele
etape: prepararea solutiei enzimatice (esteraze) din pudra acetonicd in tampon fosfat
de potasiu la pH 7,5 (1), prepararea gelului de agarart cu estaraze imobilizate (1:1) (2),
ajustarea dimensiunii gelului in functie de dimensiunea suprafetei de tratat (3),
aplicarea gelului pe suprafatd (4), incubarea (5), indepartarea gelului (6), curitarea
suprafetei (7), uscarea (8) si evaluarea eficientei (9).Toate materialele folosite sunt
incinerate pentru a preveni colonizarea acestora de citre bacterii §i fungi.
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DESENE EXPLICATIVE

1 Preparare concentral eslerazic

Preparare solutic enzimatica

2 .
(din concentrat)
3 Preparare gel de Agarart cu

esteraze nmobilizate

4 | Aplicare gel cu enzime imobilizate

5 Incubare

6 Indepartare gel

Curdtare mecanica

=

Uscare

9 Evaluare eficienta

Figura 1. Pasii procedeului de indepértare a consolidantilor si a depunerilor organice de pe
suprafata picturilor murale folosind esteraze bacteriene imobilizate in gel
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Figura 2. Exemplu de realizare a procedeului de indepartare a consolidantilor si a depunerilor
organice de pe suprafata picturilor murale folosind esteraze bacteriene imobilizate in gel
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